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子宮頚がん細胞株 HeLa とヒト正常細胞とを融合させると，その融合細胞 (CGL 1) は，足場非依存性増殖や不死
化といった性質は変わらずに残っているが，腫虜原性を失う。この細胞は安定だが，継代していく内に腫場原性を再
び獲得した細胞 (CGL 4) が得られている。
腫虜原性細胞 CGL4 は無血清培地中で増殖できるが，非腫虜原性細胞 CGLl は増殖できないことを見出した。そ
こで， CGL 1 の無血清培地中での細胞死がアポトーシスかネクローシスかを調べるため，様々な検定を行った。ま
ず，アポートシスに重要な働きをする CPP32 (caspase-3 )が活性化していることを見つけた。すなわち，無血清培
地中で 2 日間培養した後の CGL 1 では，血清存在下と比べ CPP32活性が約 3 倍上昇していた。この時， CGL 4 は血
清の有無によって有意な差は認められなかった。さらにアポトーシスの指標となる DNA の断片化を調べたところ，
無血清培地中では CGL 1 でのみ DNA の断片化が検出された。以上のことより， CGL 1 は無血清培地中でアポトー
シスを起こすことが確認された。また他のアポトーシス刺激，アクチノマイシン D処理や UV 照射でも CGL 1 の方
が感受性の高いことが分かった。
次に，アポ卜ーシス感受性の差と腫虜原性の差とに関係があるかどうかを調べた。 CGL 1 , CGL 4 をヌードマウ
スに接種すると接種した細胞塊に由来する膨らみができるが， 7 日目位から CGL4 は大きくなり腫壌を形成し始め
る。これに対し， CGLl の膨らみは 7 日目位まで接種時と変わらぬ大きさを保つが， その後急速に小さくなって消
える o そこで接種後， 2 , 4 , 6 , 9 日目に接種部位をホルマリン固定し， in situ TUNEL assay を行った。その結
果， CGL 1 で接種後 6 日から 9 日の聞に TUNEL 陽性細胞が観察された。よって， CGL 1 はヌードマウスに接種し
た時もアポトーシスを起こすことが確認できた。
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CGL1 のアポ卜ーシスを抑制する目的で， Bcl-2 遺伝子， adenovirus E 1 B 19k 遺伝子， cowpox virus crmA 遺
伝子を CGL 1 に導入した。得られたクローンについて，無血清培地中での増殖能を調べると，全てのクローンで増
殖することができた。この時， DNA の断片化も抑えられていた。これらのクローンを用いで，アポトーシスの抑制
が腫虜原性につながるかどうか調べた。その結果， Bcl-2 遺伝子， E 1 B 19k 遺伝子を導入した CGL 1 は， ヌード
マウスの皮下に腫療を形成した。このことから，腫虜原性にアポトーシスの抑制が必須であることが分かった。また，
crmA 遺伝子を導入した CGL 1 では腫虜は認められなかったので，無血清培地中でのアポトーシス誘導刺激と，ヌー
ドマウス皮下のそれとは異なることが考えられる。
【総括】
HeLa 細胞とヒト線維芽細胞との融合細胞に由来する非腫蕩原性細胞 (CGL 1) と腫虜原性細胞 (CGL 4) とを比
較することにより，腫虜原性についての分子機構を解析した。 CGL 1 は，無血清培地中およびヌードマウス皮下で
アポトーシスを起こしていた。そこで， CGL1 にアポトーシス抑制遺伝子である Bcl- 2, E 1 B 19k を導入すると
無血清培地中で増殖でき，ヌードマウスに臆蕩を形成した。これらのことから，腫痩原性にはアポ卜ーシスの抑制が
必須であることが明らかとなった。
論文審査の結果の要旨
がん化した培養細胞は様々ながん化形質を示すが， この中で腫虜原性(ヌード?ウス皮下での腫蕩形成能)は実際
のがんと最も良く関連した表現型であると考えられる口従って，腫模原性に伴って細胞内でどのような変化が起こっ
ているのかを分子レベルで解析することは，細胞がん化機構の全体像を解明する上で非常に重要であるが， これまで
そのような研究はほとんど行われていない。
本研究は，腫蕩原性以外のがん化形質や遺伝的背景はほぼ同一である 2 種類の細胞株を比較，解析することによっ
て，腫虜原性細胞はアポトーシスに抵抗性であること，非腫虜原性細胞のアポトーシスを阻害すると腫虜原性を獲得
するこ吃を明らかにした。
この研究は，細胞がん化機構の解明に大きく貢献するものであり，学位の授与に値すると考えられる。
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